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火炬 松 成 熟 合子 胚 培养 直接 器 官 发 生 和 植株 再 生 ” 
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摘要 ”基因 型 Hb, Ma 和 Mc 的 火炬 松 成 熟 合子 胚 在 附加 1.0mg/LNAA，4.0mg/ BA, 500 
mg/ L LH 和 500 mg/ L 谷 氨 酰 胺 的 TE 培养 基 上 培养 12 周 后 ， 在 子叶 和 胚 轴 部 位 形成 不 定 芽 
原 基 。 然 后 将 合子 胚 转移 到 附加 0.5mg/LNAA，0.Smg/LIBA，2mg/LBA，500 mg/L 
LH 和 500 mg / L RAMH TE 不 定 芽 分 化 培养 基 上 ，6 周 后 分 化 产生 大 量 不 定 芽 。3 种 基因 
型 中 ，Hb 的 直接 不 定 芽 分 化 频率 最 高 ， 达 $8.2%。 直 接 不 定 芽 经 伸 长 培养 6 周 后 ， 转 移 到 附加 
0.1 mg/L IBA, 1.0mg/ L BA Ñ 0.5 mg/L GA, H TE 生根 培养 基 上 ，6 周 后 直接 不 定 华 的 最 
高 生根 频率 达 4695. 
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Abstract Hb, Ma and Mc genotype mature zygotic embryos of loblolly pine were cultured on TE 
medium containing 1.0 mg / L NAA, 4.0 mg/ L BA, 500 mg / L LH and 500 mg / L glutamine, 
and primary adventitious buds were formed on cotyledons and hypocotyl in 12 weeks. Zygotic 
embryos with primary adventitious buds were transferred to TE differentiation medium with 0.5 
mg / L NAA, 0.5 mg/ L IBA, 2 mg/ L BA, 500 mg / L LH and 500 mg / L glutamine. After 6 
weeks a lot of adventitious buds appeared. Among 3 genotypes, differentiation frequency of Hb 
genotype adventitious bud was 58.2% the highest. Direct adventitious buds which were cultured 
or elongation medium for 6 weeks were transferred to TE rooting medium supplemented with 0.1 
mg / L IBA, 1.0 mg/ L BA, 0.5 mg/L GA,, and the highest rooting frequency of adventitious 
bud was 46% in 6 weeks. 
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松柏 类 植物 的 离 体 培养 植株 再 生 是 植物 组 织 培养 研究 中 难度 较 大 的 一 个 领域 。 近 年 来 ， 随 着 人 类 环境 
保护 意识 的 增强 和 对 发 展 无 性 系 林业 的 高 度 重视 ， 松 柏 类 植物 组 织 培养 植株 再 生 的 研究 取得 了 可 喜 的 进展 
(Attree et al, 1993)。 在 国内 ， 黄 健 秋 等 (1995) 在 马尾 松 的 合子 胚 培养 中 经 体 细胞 胚胎 发 生 获 得 了 再 生 
植株 。 但 是 ， 有 关 松 柏 类 植物 组 织 培养 器 官 发 生 尤 其 是 直接 器 官 发 生 植 株 再 生 的 研究 报道 还 不 多 。 

火炬 松 ( Pinus taeda L.) 是 世界 南方 松 中 分 布 最 广 、 生 长 面积 最 大 、 木 材 年 产量 最 高 和 著 积 量 最 多 的 绿 
化 和 造林 用 速生 针叶树 种 ， 其 离 体 培 养 的 研究 在 国内 尚未 见报 道 。 在 国外 ，Mehra 等 于 1978 年 首次 进行 
了 火炬 松 的 离 体 培养 ， 他 们 以 5 年 生火 炬 松 的 针 叶 束 为 外 植 体 ， 经 培养 获得 了 伸 长 的 幼 获 。1987 年 ， 
Gupta 等 以 受精 后 4~5 周 并 带 有 胚 囊 的 火炬 松 未 成 熟 合子 胚 为 外 植 体 ， 在 附加 2,4-D, BA 和 KT 的 改良 
MS 培养 基 上 诱导 出 了 胚 性 傅 伤 组 织 ， 并 首次 获得 了 体 细胞 胚 的 再 生 植 株 。1990 年 ，Becwar 等 以 不 同 基 
因 型 火炬 松 的 无 胚 春 未 成 熟 合 子 胚 为 外 植 体 ， 获 得 了 是 性 愈 伤 组 织 和 体 细胞 胚 的 再 生 植株 ， 并 且 发 现在 体 
细胞 胚 的 植株 再 生 频 率 上 ， 不 同 基因 型 之 间 有 明显 差异 。 然 而 ， 有 关 火 炬 松 离 体 培养 器 官 发 生 的 研究 报道 
很 少 , 我 们 以 火炬 松 的 成 熟 合子 胚 为 外 植 体 ， 经 直接 的 器 官 发 生 获得 了 再 生 植 株 ， 现 报道 其 研究 结果 。 


1 材料 和 方法 


L1 试 材 来 源 3 个 基因 型 的 火炬 松 成 熟 种 子 取 自 湖南 省 邵阳 市 林业 科学 研究 所 及 湖南 省 张家界 市 水 顺 县 
青田 坪 林 场 。 球 果 采 回 后 用 纸 包 好 ， 外 套 一 层 塑 料 袋 ， 于 4 世 冰 箱 中 保存 。4 周 后 ， 根 据 实验 设计 进行 成 
熟 合子 胚 的 培养 。 

12 成 熟 合 子 胚 培养 直接 器 官 发 生 植 株 再 生 的 培养 过 程 ”成熟 种 子 的 消毒 按 常 规 方法 。 然 后 在 无 菌 条 件 下 
剥 出 种 子 的 胚 进行 培养 。 由 于 火炬 松 成 熟 合子 胚 培 养 直接 发 生 植 株 再 生 的 培养 过 程 包括 多 个 步骤 ， 特 概要 
说 明 其 主要 步骤 和 培养 基 ，1) 不 定 芽 原 基 的 诱导 : TE+ mg/L NAA+4 mg / L BA4500 mg /LLH+500 
mg/L 谷 氨 酰胺 ，2) 不 定 芽 的 分 化 :TE+0.5 mg /LNAA+0.5mg/LIBA+2mg/LBA+500 mg / L LH 
+500 mg/ L RARE 3) 不 定 芽 的 伸 长 ，TE+0.5 mg / L IBA*1 mg/L GA,*1000 mg / L iX; 4) 
KEENER: TE+0.1 mg /LIBA+1 mg /L BA40.5 mg/ L GA3。 所 有 培养 基 中 的 其 糖 浓度 为 3%， 斑 
脂 为 0.7%，pH5.8。TE 基本 培养 基 的 大 量 元 素 、 铁 盐 和 微量 元 素 组 成 同 DCR 培养 基 (Gupta $, 
1986)， 但 大 量 元 素 中 的 MgSO,。7H;O 浓度 为 720 mg /L， 并 添加 1900 mg / 工 的 KCI。 微 量 元 素 中 的 
ZnSO, - 7H,O 浓度 为 25.8 mg / L，MnSOs* H,O 浓度 为 25.35 mg /L。TE 培养 基 的 有 机 化 合 物 组 成 同 
LP 培养 直 (von Arnold 等 ，1979)。 直 接 不 定 芽 原 基 的 诱导 为 暗 培 养 ， 不 定 区 的 分 化 、 伸 长 和 生根 等 为 
光照 培养 。 培 养 温度 均 为 23+ 1C。 所 有 培养 均 在 LRH-250-G 型 光照 培养 箱 中 完成 。 每 个 处 理 的 外 植 
体 数 为 30 一 100。 实 验 重复 3 次 ， 并 对 实验 数据 进行 统计 分 析 。 

15 直接 不 定 芽 的 扫描 电镜 观察 扫描 电镜 样品 的 制作 参照 孙 敬 三 等 〈1987) 的 方法 及 Fowke 等 
(1994) 的 方法 。 样 品 经 成 二 醛 固 定 、 梯 度 酒精 脱水 、 乙 酸 异 戊 酯 过 渡 、 临 界 点 干燥 后 ， 在 离子 溅 射 仪 中 
喷 镀 金粉 ， 然 后 用 HITACHI S-800 型 扫描 电镜 观察 并 照相 。 


2 结果 与 讨论 


2.1 不 定 芽 原 基 的 诱导 经 4 低温 处 理 的 基因 型 Hb, Ma 和 Mc 的 火炬 松 成 熟 合子 胚 ， 接 种 于 附加 1.0 
mg / L NAA, 4 mg / L BA, 500 mg / L LH 和 500 mg/L 谷 氮 酰 胺 的 TE 不定 芽 原 基 诱 导 培 养 基 上 ， 在 染 
暗中 培养 6 周 后 ，Ma 和 Mc 主要 在 子叶 上 产生 早期 不 定 芽 原 基 突 起 ，Hb 在 子叶 和 上 胚 轴 部 位 形成 许多 
早期 不 定 芽 原 基 突 起 (图 版 了，1)。 培 养 12 周 后 ， 多 数 早期 不 定 菠 原 基 突 起 进一步 形成 不 定 芽 原 基 。 而 
且 在 同一 子叶 或 上 胚 轴 上 常 形成 多 个 不 同步 的 不 定 芽 原 基 〈 图 版 IT: 2)。 
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2.2 直接 不 定 芽 的 分 化 ”在 不 改变 培养 基 的 条 件 下 ， 诱导 产生 的 不 定 区 原 基 不 能 很 好 地 发 育 。 因 此 ， 将 具 
有 不 定 区 原 基 的 成 熟 合子 胚 转 移 到 附加 不 同 植物 激素 的 TE 直接 不 定 芽 分 化 培养 基 上 进行 培养 。6 周 后 ， 
在 子叶 和 上 胚 轴 上 形成 了 许多 0.1~ 0.3 cm 高 的 直接 不 定 芽 (图 版 了 :4)。 扫 描 电镜 观察 (基因 型 Hb) 表 
明 ， 在 不 定 芽 分 化 培养 基 上 产生 的 直接 不 定 莹 ， 基 部 和 母体 组 织 保持 较 多 的 联系 ， 幼 叶 在 早期 是 向 心 卷曲 
生长 的 (图 版 了 :3)。 在 不 同 激素 组 合 条 件 下 ， 基 因 型 Hb, Ma 和 Mc 的 直接 不 定 芽 分 化 频率 有 明显 差异 
CR D» 在 0.5mg/LNAA+0.5mg/LIBA+2mg/L BA 组 合 条 件 下 ， 直 接 不 定 芽 的 分 化 频率 较 高 。3 
种 基因 型 中 ， 以 Hb 的 直接 不 定 芭 分 化 频率 最 高 ， 达 58.2%。Ma 和 Mc 的 直接 不 定 芽 分 化 频率 依次 是 
15.9% 和 14%。 在 Hb 的 一 个 成 熟 合 子 胚 上 ， 形 成 直接 不 定 芽 的 个 数 最 多 的 达 28 个 。 不 同 激 素 组 合 中 ， 
NAA X IBA 和 BA 组合 条 件 下 的 直接 不 定 芽 分 化 频率 明显 高 于 NAA M IBA 组 合 ，BA 在 直接 不 定 芽 的 
分 化 过 程 中 起 重要 作用 。 
表 1 植物 激素 对 直接 不 定 芽 分 化 频率 (%) 的 影响 








Table 1 Influences of phytohormones on differentration frequency of direct adventitious buds 
植物 激素 基因 型 ”Genotypes 
Phytohormones Hb Ma Mc 

0.5mg / L NAA4*0.5mg/ L IBA 2.602 1.6* 0.1 0 

0.5mg / L NAA+2mg / L BA 5.1 € 0.9 3.10.3 2.9*0.2 
2mg/ L BA*0.5mg/ L IBA 9.7t1.3 5.2t0.5 5.10.4 
0.5mg / L NAA+0.5mg / L IBA-2mg / L BA 58.2t 1.9 15.9 € 0.8 14* 1.1 
0.5mg/ L NAA+0.5mg / L IBA4*1mg / L BA 49.3 t 2.1 10.8 X 1.7 8.7 土 1.2 


2.3 不 定 芽 的 伸 长 、 生 根 和 植株 再 生 ”分 化 培养 产生 的 基因 型 Hb, Ma 和 Mc HERRER, HEIRE 
节 伸 长 培养 基 上 ，6 周 后 可 长 到 1.6—2.0 cm 高 。3 种 基因 型 不 定 芽 的 伸 长 生长 速率 不 同 ， 以 Ma 最 快 ， 
ìk 0.05 cm / do 

取 高 度 大 于 1 em 的 基因 型 Hb, Ma 和 Mc RER, TEMERE AARE TE 培养 基 上 进行 生根 培 
养 。6 周 后 的 实验 结果 CE 2) 表明 ， 在 附加 0.1mg/LIBA,10mg/LBA 和 0.5mgy/ 工 GA, 的 TE X 
养 基 上 ，Hb、Ma 和 Mc 不 定 芽 的 生根 频率 最 高 ， 分 别 是 40.5%, 46% 和 37.2%。 不 定 伞 生根 后 形成 再 后 
完整 植株 (图 版 了 : 5)。 

表 2 植物 激素 对 不 定 芽 生根 频率 (%) 的 影响 


Table 2 Influences of phytohormones on rooting frequency of adventitious buds 








植物 激素 基因 型 Genotypes 
Phytohormones Hb Ma Mc 
0.1Img/ L IBA*1mg / L BA40.5mg / L GA, 40.5*3.2 462.9 37.2t3.1 
0.Img/L IAA*1mg / L BA*0.5mg / L GA, 29 t 1.7 3151.2 19.1 2.5 
0.Img/ L NAA*Img / L BA40.5mg / L GA, 16.3x1.1 19.1 x 1.2 9.3 * 0.9 


Tr fs £i o | s e ^E: e [RERO SEE Ae EdHEE CAttree 等 ，1993)， 直 接 的 器 官 发 生 过 程 中 的 器 官 形 成 直 
接 来 自 原始 的 外 植 体 ， 不 需 经 过 愈 伤 组 织 的 过 滤 时 期 。 因 此 ， 其 培养 过 程 相对 简单 ， 再 生 植 株 的 变异 频率 
低 ， 遗 传 稳定 性 高 ， 能 够 很 好 地 保持 母体 材料 的 优良 性 状 ， 在 生产 中 有 较 高 的 实际 应 用 价值 。 火 炬 松 成 熟 
合子 胚 培养 直接 器 官 发 生 植株 再 生 的 培养 过 程 不 同 于 Gupta 等 (1987). 及 Becwar 4$ (1990) 的 未 成 熟 合 
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站 
子 胚 培养 体 细胞 胚胎 发 生 植株 再 生 ， 在 培养 基 组 成 、 植 物 激素 的 种 类 和 浓度 、 培 养 时 间 等 方面 有 明显 差 
异 。 直 接 器 官 发 生 要 求 培养 基 中 有 较 高 浓度 的 Mg*', K*, Zn 和 Mn” 等 ， 而 且 在 直接 不 定 芽 的 诱导 培养 
期 间 要 的 生长 素 和 细胞 分 裂 素 浓度 也 较 低 (如 1~4mg /L)。 而 在 体 细胞 胚 的 诱导 中 ， 胚 性 愈 伤 组 织 的 
诱导 要 求 有 较 高 浓度 的 生长 素 (如 10 mg /L 2,4-D)。 在 植物 激素 方面 ，IBA 和 BA 在 直接 不 定 芽 的 分 
化 过 程 中 起 重要 作用 ， 而 体 细 胞 胚 的 成 熟 则 要 求 有 ABA 的 作用 。 另 外 ， 直 接 器 官 发 生 植株 再 生 所 需 的 时 
间 也 较 短 〈18 一 24 周 )。 

火炬 松 成 熟 合 子 胚 培养 直接 器 官 发 生 植株 再 生 的 一 个 关键 步骤 是 直接 不 定 芽 原 基 诱 导 完成 后 ， 必 须 及 
时 降低 NAA. BA 的 浓度 和 添加 IBA， 否 则 不 能 分 化 形成 高 质量 的 不 定 萤 。 这 说 明 不 定 芽 原 基 的 诱导 和 不 
定 芋 的 分 化 是 形态 发 生 进程 中 两 个 不 同 的 生理 过 程 。 和 Becwar 等 (1990〉 关 于 火炬 松 未 成 熟 合 子 胚 的 体 
细胞 胚胎 发 生 的 研究 结果 相似 。 我 们 的 实验 结果 表明 ， 不 同 基因 型 火炬 松 的 直接 不 定 芽 分 化 频率 及 不 定 区 
的 生根 频率 间 有 较 大 的 差别 ， 而 且 谷 氨 酰 胺 也 是 直接 器 官 发 生 所 不 可 缺少 的 。 火 炬 松 成 熟 合子 胚 培养 直接 
器 官 发 生 植 株 再 生 的 研究 成 果 为 优良 基因 型 火炬 松 的 离 体 快速 繁殖 及 以 品种 改良 为 目的 的 遗传 转化 研究 英 
定 了 基础 。 
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图 版 工 说 明 
1. 早期 不 定式 原 基 2 子叶 上 的 不 定 葬 原 基 群 ; 3. 直接 不 定 芽 ; 4. 同一 合子 胚 的 伸 长 子叶 上 的 多 个 直接 不 定 
F, x8; 5. 再 生 植 株 ， X2 


Explanation of Plate T 
1. Early stage primary adventitious buds, 2. Clusters of adventitious buds on a cotyledon, 3. Direct adventitious 


bud, 4. A lot of direct adventitious buds from cotyledons of a zygotic embryo, x 8, 5. regeneration plant, x 2 





Br: 火炬 松 成 熟 合子 胚 培养 直接 器 官 发 生 和 植株 再 生 图 项 
Tang Wei et al: Direct Organogenesis And Plant Regeneration from Mature 


Zygotic Embryos of Loblolly Pine Plate 1 





See explanation at the end of text 


